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緒言
　皮膚を介した薬物の投与は、長時間にわたる血中濃度の維持、副作用発現時の迅速
な投与中断、使用の簡便さ等の点から患者のQOLやコンプライアンスの向上が期待
できる有益な薬物投与方法である。また、経口投与では肝臓での初回通過効果のため
に薬効を示さないようなペプチド性薬物の投与方法としても有用性が高い。しかし、
実際に臨床で経皮的に適用されている薬物は、ニトログリセリン、硝酸イソソルビド、
スコポラミン、ツロブテロールなど極僅かである1）。その理由は皮膚の角質層（SC）
2）や近年顯粒層に存在が確認されたタイトジャンクション3・4）が体内からの水分の蒸
散防止や、外界からの物理的・化学的刺激から内臓諸器官を防御するバリアー機構と
して機能しているため、薬物の透過性が低いことによる。従って、この有益な投与方
法を多くの薬物に拡大するためには、皮膚透過性を向上させることが必要である。
　これまでに、吸収促進剤の添加5・6）や薬物のプロドラッグ化7）などの化学的促進法、
皮膚に電流を適用することにより薬物の皮膚透過速度を増大させるイオントフォレ
ーシス7・8）、皮膚に高電圧を一時的に負荷することで薬物の新規透過経路を形成する
エレクトロポレーション9・10）、ヘリウム圧などの高圧を利用して薬物を固体粉末のま
ま皮内および皮下に送達するパウダーインジェクションll・12）、マイクロメートルサイ
ズの極小の針を用いてSCにナノメートルサイズの小孔を形成し高分子やナノパーテ
ィクルを透過させるマイクロ点々ドル法などの物理的促進法13・14）、更にこれらの方法
を組み合わせたシステムが検討されてきた15・16）。近年実用化されたE－TRANS⑧システ
ムはイオントフォレーシスによりフェンタニールを経皮的に投与する方法であり、電
流が適用されている間のみ薬物が送達される17・18）。このように外部駆動力を利用した
促進方法は、その駆動力を制御することにより、必要に応じた薬物送達を可能にする
on　demand型の製剤設計に利用できるため、Drug　Delivery　Systemの中でもsophisticated
methodとして注目を浴びている。
　超音波（US）エネルギーを用いたソノフォレーシスは物理的方法の1つである19）。
USは人間の耳で聞くことを目的としない音波と定義され、目安として20　kHz以上の
音波とされている20）。医療領域ではその使用目的によって大きく次の3つの周波数領
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域、すなわち5～100kHzのpower　US（低周波数）、O．7～3　MHzの治療US（中周波数）、
そして2～10MHzの診断US（高周波数）に分類される。　USエネルギーの経皮吸収
への応用は、1954年のFellingerらによる温熱効果やマイクロマッサージ効果を期待
して関節炎の治療に用いられていた治療USを手指関節炎治療に対して利用し、ヒド
ロコルチゾン軟膏と併用したことに端を発する21）。初期にはステロイド、NSAIDs、
および抗生物質の局所送達に対する効果が検討されていたが、Levyらによってイヌ
リン、D一マンニトール、フィゾクチグミンの全身循環系への吸収増大が報告されてか
らは、全身作用を目的とした応用へと研究が拡大した22）。近年、Mitragotriらによっ
て20kHzの低周波数USを225　mW／cm2の強度で照射することでインスリン（～6　kDa）、
インターフェロンγ（～25kDa）、およびエリスロポエチン（～30　kDa）といった水
溶性ペプチド化合物の皮膚透過が促進されることが報告された23）。
　　これまでに、20kHzから16MHz　24）までの広範な周波数のUSの薬物皮膚透過促
進効果が試験されているが、高周波数および治療周波数領域のUSに比べ低周波数領
域のUSが有意に高い促進効果を示すことから、最近では低周波数領域のUSを用い
た薬物皮膚透過促進に関する研究が数多く行われている25“29）。USによる促進効果に
は、USを水などの溶媒中に照射することによって発生する物理現象の1つである、
キャビテーション（空洞の形成、振動、および圧壊）30）が主に関係していると考えら
れている19・31，32）。促進効果は溶質の物理化学的性質によっても異なり、親油性化合物
に比べ、親水性化合物でより高く、さらに、US照射によって皮膚伝導度が非可逆的
に増大することから、キャビテーションによってSC脂質二重層がランダム化され、
水性経路が形成されるものと考えられている33）。最近の研究で、低周波数USにおい
て、US照射中に媒質中に発生するconvective　flowが促進効果に付加的に寄与してい
る可能性が報告されており31・34・35）、ソノフォレーシスもイオントフォレーシスのよう
に薬物を適用時のみに経皮送達させる外部駆動力として応用できる可能性がある。し
かし、このような一過性の作用に関する詳細な検討や促進効果との関係について系統
的な研究は行われていない。
　そこで本研究では、親水性化合物に対するUSの皮膚透過促進効果を種々周波数お
よび強度を用いて系統的に評価した。第1章では、皮膚透過に対するUS周波数およ
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び強度の影響を明らかにし、さらに、USが駆動力として利用可能であるかについて
検討した。適用する超音波の周波数は、その特性から経皮吸収促進に対して異なる影
響を及ぼすことが既に知られているが、詳細は明らかではなく、今後の超音波の実用
に向けて必要となる知見である。さらに、薬物の皮膚透過促進に関係する定性的な要
因、溶媒流の関与についても検討を加えた。
　次に、第2章ではUSによって促進される皮膚透過経路を、水力学的細孔理論、更
に、共焦点レーザー走査型顕微鏡を用い検討した。薬物の皮膚透過ルートについては
これまでに大きく水性ルートと脂溶性ルートの2つが議論されてきたが超音波照射
によってこれらのルートがどの様に影響を受けるのかを、上記の方法を用いて研究し
た。特に、水性ルートの関与については、脂溶性ルートが溶解一分配理論で説明され
るのに対して、透過物質の分子サイズが存在するwater　mled　poreの細孔径と密接に関
係しているので、その点からの評価は透過挙動全体を理解する上で重要な事項である。
また、視覚的なエビデンスは理解を深める上で有用と思われる。
　さらに、第3章では親水性化合物の経皮吸収促進効果に対するキャビテーションの
関与を評価した。経皮吸収促進効果と超音波周波数の関係が、キャビテーションにあ
ることもこれまでに報告されていることであるが、定性的な説明の域を出ていない。
キャビテーションの圧壊の影響を明らかにすることは、吸収促進現象の本質に迫るも
のであり、臨床応用に向けて重要な超音波選択基準を与えることにつながるものであ
る。周波数とキャビテーション発生量の関係を明らかにするとともに、固体表面の圧
壊に伴うマイクロジェット流の挙動を視覚的に観察し、経皮吸収に対する影響を検討
した。
　以上のように、超音波の経皮吸収促進に対する影響について、照射する超音波の周
波数、生じた溶媒流、透過経路および皮膚表面におけるキャビテーションとその圧壊
に関する研究を行ったので、その結果について以下3章にわたって詳述する。
9
第豆章　超音波による親水性化合物の皮膚透過促進効果
　低周波数USによる水溶性高分子薬物の皮膚透過促進メカニズムは、非可逆的に角
質層に水性経路を形成することによると考えられており33）、その経路については詳細
な検討が行われ、適用するUSの周波数や強度により大きさや分布状態が異なること
が示されている36’38）。これまで、20kHz～16MHzの周波数が、12．5　mW／cm2～19W／cm2
の強度で検討されてきた。一方、最近の研究で、USの皮膚透過に対する駆動力とし
ての可能性について示されたものの35）、未だその程度は明らかにされておらず、この
効果に関する詳細な検討や透過促進効果との関係についての系統的な研究は行われ
ていない。
　そこで本章では、親水性化合物の皮膚透過に対するUS周波数および強度の影響を
明らかにし、更に、皮膚透過促進効果と溶媒透過の関係について検討することで、
USが駆動力として利用可能であるかについて評価を試みた。
第9節　超音波照射条件の決定
　本研究で用いた実験装置をFig．　1に示す。　USは、発振回路（synthesizer）で特定周
波数の電気信号を出力し、その電気信号を電圧増幅・器（amp　lifier）で増幅し、振動子
を駆動することにより発生させた。振動子には圧電素子と呼ばれる物質が用いられて
おり、素子の厚み、素材、形状などによって振動子の最適な駆動周波数が異なる39）。
駆動周波数が適していない場合、効率よくUSを発生させることができなくなる。
治療に用いられている700kHz以上の周波数は促進効果が低いことが既に報告され
ているため19）、駆動力としての可能性を検討する本研究においても、それ以下の周波
数、20～700kHzの範囲で駆動される振動子を用いることとした。そこで今回、20、
150、そして500kHz付近で駆動される3種のhomタイプ振動子を新たに作成した。
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促進効果に対するUS条件の影響を正確に調べるために、まずこれら振動子に最適の
駆動周波数を決定した。
　USを液体中に照射すると、キャビテーション、加熱、放射圧、音響流などの様々
な物理現象が発生することが知られている20・29）。これらの中からキャビテーションを
指標として用いた。最適な周波数で駆動した場合、媒質中に発生する超音波が増すた
め、それに対応してキャビテーション発生量も増大する。そこで、キャビテーション
発生量が多く、安定して超音波が発生している周波数をhornの駆動周波数とした。
Fig．2に様々な周波数で駆動したときの、3つのhornにおけるキャビテーション発生
量を示した。hom　Iではキャビテーション発生量が高く、より安定して超音波が発生
した41kHzを、　hom　2ではキャビテーション発生量の最も高い158　kHz、そしてhom
3では445kHzを駆動周波数とし、以後の実験に用いた。
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第2節　カルセインの皮膚透過に対する超音波周波数と強度の影響
　前節で決定した3種の周波数を用いて強度を変えて照射したときの親水性モデル
化合物カルセイン（MW　623）の皮膚透過性を評価した。透過実験では、まずドナー
にlmMカルセイン溶液を、レシーバーにPBSを満たし12時問前処理をした後、ド
ナー溶液を入れ換えて実験を開始し、カルセイン透過が定常状態に達した3時間目か
らUSを30分間照射した。また、透過実験中の皮膚のintegrity、すなわち、構造変化
や水和の程度を評価するために同時に皮膚電気抵抗値も測定した。ただし、US照射
中は発振装置からの電気ノイズの影響により抵抗値を測定することが困難iであった
ため、US照射直後の抵抗値を示した。　Figs．3aおよびbはそれぞれ、60　mW／cm2の強
度でUSを照射したときのカルセイン皮膚透過速度（flux）および皮膚電気抵抗値の
経時変化を示している。カルセインfiuxはUS照一時に一過的に増大し、その後照射
を中止することでコントn一ルレベルまで回復した。この可逆的な促進効果は全ての
周波数においてUS照射中に認められたが、その程度は周波数により異なり、41　kHz
でコントロールの約15倍、158・kHzで約7倍、および445　kHzで約4倍であり、より
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低い周波数で高い促進効果が得られた。一方、皮膚電気抵抗値は全ての周波数におい
てUS照射前後で有意な変化を示さなかった。
　次に照射強度を240・mW／cm2まで増大し、強度の影響を調べた。しかし、41　kHzの
場合は、用いた電圧増幅器で240mW／cm2の強度のUSを安定して駆動することが出
来なかったため、60および120mW／cm2の強度についてのみ評価した。いずれの場合
にもFig．　3aと同様に一過的なfiuxの増大が認められた。　Fig．4は60・一・240・mw／cm2の
強度におけるUS照射中のカルセイン透過係数を示している。41　kHz　USでは照射強
度を上げることによってUS照射中のカルセイン透過係数が有意に増大したが、158
および445kHzでは強度の増大による更なる促進効果の増大は認められなかった。
　これまでにUS照射によってヘアレスラット皮膚を介した薬物の透過が一過的に促
進されるという報告はされていない。そこで、この効果を確認するために、120
mW／cm2のUS照射直後および透過実験終了時の皮膚中門ルセイン濃度を測定した。
Fickの第1法則より、物質の透過fiuxは濃度勾配に比例するため、一学的にfluxが
増大する場合、US照射時には濃度勾配、すなわち線速度が大きくなり、結果として
皮膚中濃度が増大していることが考えられる。Fig．5に示すように、41　kHz・us照射
野、hom直下領域の皮膚中濃度はコントロール（25±1．6μg／g　skin）から172±33μg／g
skinに増大し、透過実験終了時（照射終了から25時間後）には62±15μ9／g　skinに
低下した。これより、US照射によってカルセインの皮膚透過が一過的に促進されて
いることが確かめられた。また、hom周辺皮膚のカルセイン濃度はhom直下よりも
低く、USによる皮膚へのカルセインの導入がhorn直下領域で有意に高いことが明ら
かとなった。一方、158および445kHz　US照射後の皮膚中濃度はコントロールと同
等であったが、これは促進効果が小さいために増大が顕著でなかったことと一致する
ものと考えられる。
　この興味深い促進効果を詳細に検討するために、促進効果が最も高かった41kHz、
120mW／cm2のUS条件を用いて更なる実験を行った。　Fig．6に示すように、この条件
でUSを照射したとき、カルセインのfiuxは一過的に増大したが、皮膚電気抵抗値は
ベースラインの約1／2に低下した。抵抗値の逆数とカルセイン透過係数との関係をプ
ロットすると、US照射時の透過係数は抵抗値から予測される値よりも明らかに高い
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値を示した（Fig。7）。従って、　Fig．7の結果、さらにはFig．3に示した強度60　mW／cm2
での照射では抵抗値の変化が見られないという結果から、US照射による促進効果は
皮膚電気抵抗値：の低下、すなわちSC構造の変化や水和の充進だけでは説明すること
ができず、US照射時に一過的に生じる他の要因、特に周波数に関連するものが促進
効果に働いていることが推測された。
　以上の結果より、USは用いる周波数や強度によって促進効果を調節することが可
能であり、また照射時のみに強い効果を示すことから、親水性化合物の皮膚透過促進
方法として有用である可能性が明らかとなった。
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第3節　皮膚透過促進効果と溶媒透過の関係
　US照射によって媒質中に溶媒の流れが発生することが知られている2e29）。そこで、
親水性化合物の透過に関連すると考えられる溶媒流の関与を明らかにするために、重
水素ラベルした水（D20）を溶媒として透過実験を行った。Fig。8に41　kHz、120　mW／cm2
のUS照射時のカルセインおよびD20のflux変化を示す。カルセインとD20のflux
はUS照射により一過的に増大し、そのfluxの変化も類似しており、さらに照射を中
止することでベースライン付近まで回復することが明らかとなった。この結果から、
カルセインとD20透過の関係を評価した。　Fig．9に示すように、　US照射前、照射中、
照射後にわたりカルセインとD20の透過係数の間に良好な相関性が認められたこと
から、USによる促進効果には溶媒の流れが関係していることが明らかとなった。そ
こで、この溶媒流を詳細に特徴付け、さらに皮膚構造への影響の関与を明らかにする
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ために、us照射する皮膚の部位を変えて検討した。　Fig．10にusをsc側に照射した
ときの、SCから真皮側と真皮側からSC側へのカルセインfiuxおよび皮膚電気抵抗
値の変化を示す。US伝播方向であるSCから真皮方向への透過が真皮からSC方向へ
の透過に比べ約14倍と有意に高い値を示した。一方、皮膚電気抵抗値はどちらもUS
照射によりベースラインの約1／2に低下し、両者に有意な差は認められなかった。こ
れより、US照射中にはその伝播方向への溶媒の流れが起こっていることが明らかと
なった。また、SCを完全に取り除いたストリプトスキンについても同様の実験を行
った。Fig．　l　lに示すように、ストリプトスキンにおいても、全層皮膚と同様にus伝
播方向のカルセイン透過が反対側からの透過に比べ、有意に高い値を示した。これら
の結果から、一過的な促進効果には伝播方向への溶媒の流れが関与し、SCのバリア
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一一¥には直接関係していない可能性が考えられた。そこで、USエネルギーが直接SC
に当たらない条件でも促進効果が得られるのかどうかを確認した。Fig。12に真皮側に
USを照射した場合の、カルセインfiuxおよび皮膚電気抵抗値の変化を、　SC側に照射
したときの結果と比較して示す。真皮側にUSを照射しても伝播方向へのカルセイン
の皮膚透過は全く促進されず、このとき皮膚電気抵抗値も有意な変化を示さなかった。
これらのことから、USにより高い促進効果を得るためには、　SCがUSに直接暴露さ
れる必要があるものと考えられた。
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第4節　本章の小括および考察
　本章では最初に、振動子に最適の駆動周波数をキャビテーション発生量を指標とし
て用いて決定した。その結果、今回作製した3種のhomタイプ振動子に最適の周波
数は41、158および445kHzであることがわかった（Fig．2）。
　これら周波数を用いて、親水性化合物カルセインの皮膚透過に対するUSの周波数
および強度の影響を検討した。Fig．3の結果から明らかなように、カルセインの皮膚
透過はUS照射によって一過的に促進され、その促進効果は周波数により異なり、低
い周波数でより高い促進効果を示すことが明らかとなった。またFig．4に示すように、
US強度を変えた場合、41　kHzではUS照射中のカルセイン皮膚透過係数が強度の増
大に伴って増加したが、158および445kHzでは強度によらず一定の促進効果を示し
た。これらの結果から、照射するUSの周波数や強度が水溶性化合物の促進効果に大
きく影響することが明らかとなった。このようなUS条件による促進効果の違いは
Tezelらによっても報告されており、その原因として促進効果発現には最低限必要と
されるUSエネルギー、すなわち閾値エネルギーが存在し、これが周波数によって異
なるためであると説明している36）。彼らは19．6～93．4・kHzの周波数を用いて実験を行
い、それぞれの周波数における閾値エネルギーが、董9．6kHzで10」／cm2、36．9　kHzで
63J／cm2、58．9　kHzで103　J／cm2、76．6　kHzで304　J／cm2、そして93．4　kHzで1305　J／cm2
であることを明らかにした。本研究で用いたエネルギー（J／cm2）を照射強度（W／cm2）
と照射時間（sec）から算出すると、60　mW／cm2のとき108」／cm2、120mW／cm2のとき
216J／cm2、そして240　mW／cm2では324　J／cm2であったことから、158および445　kHz
では照射したUSエネルギーが閾値エネルギーよりも低かったために、得られた促進
効果が低く、強度を上げてもその効果が変化しなかった可能性が考えられる。
　近年、低周波数の20k：Hz　USを用いたソノフォレーシスの促進効果には、皮膚の構
造変化に加えて、溶液中に発生するconvective　fiowも関与している可能性が報告され
ている35）。本研究においても、41・kHz、120　mW／cm2の条件を用いてカルセインの透
過と皮膚電気抵抗値の関係を評価したところ（Fig．7）、　us照射中のカルセイン透過
係数の増加は抵抗値の低下から予測される値よりも有意に高かったことから、促進効
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果には皮膚構造への影響だけでなく何らかの付加的な駆動力が関与していることが
考えられた。そこで、促進効果と溶媒透過の関係について検討した結果、カルセイン
．とD20の透過は良好な相関性を示したことから（Figs．　8　and　9）、カルセインは溶媒の
流れにのって皮膚を透過していることが示唆された。さらに、カルセインの透過は
US伝播方向の透過がその反対方向の透過よりも高いことから（Fig．10）、　US照射に
より溶質の皮膚透過は伝播方向に特異的に促進されることが明らかとなった。同様の
方向性が透過バリアーであるSCを取り除いたストリプトスキンでも認められたこと
から（Fig．11）、　USによる促進効果にSCのバリアーが直接関与していない可能性が
考えられた。しかし、SCに直接USエネルギーを暴露しない真皮側照射では、　US照
射によるカルセインの皮膚透過の増大が全く認められなかった（Fig。12）。　Mitragotri
らは20kHz　USのマンニトール皮膚透過促進は皮膚電気伝導度の増大、すなわちSC
構造の変化によるものであることを報告している40）。従って、これらの知見を総合す
るとUS照射によって、　SCの構造変化や水和の充進が生じることが、高い促進効果
を得るためには必要であることが考えられた。
　これまでにUS照射は薬物の皮膚透過促進における前処理法として非常に有用であ
ると考えられていたが27・34・41）、本章において、低周波数、低強度のUSは伝播方向へ
溶媒流を発生させ、その溶媒牽引効果により親水性化合物の透過を一過的に促進する
ことが明らかとなり、USが照射時のみに皮膚を介して薬物を送達する、駆動力とし
て利用できる可能性が示唆された。
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第2章　超音波によって促進される皮膚透過経路の検討
　前章において、USは照射中にその伝播方向への溶媒流を生じ、溶媒牽引により溶
質の皮膚透過を促進し、薬物の皮膚透過を促進する駆動力として利用可能であること
が明らかとなった42）。さらに、高い促進効果を得るためには薬物皮膚透過のメインバ
リアーであるSCがUSに直i接暴露されることが必要であった。一方、41　kHz　USで
認められたように、分子量623のカルセインに対する3000倍（120mW／cm2）に達す
る非常に高い促進効果は、従来の薬物皮膚透過の概念43）、すなわち、分子量：500以上
の薬物に適用することは困難であるという考え方に照らすと、それをはるかに超越し
たものである。これまでに20kHzのUSが親水性高分子の皮膚透過を促進すること
が明らかになっているものの、これら高分子がどのように皮膚を透過するかについて
はほとんど明らかになっていない。
　そこで本章では、水力学的細孔理論を用いて親水性化合物の透過経路について考察
し、さらに分子量4万までのFITC一ラベルしたデキストランを用いてUSがどの程度
の大きさの分子まで皮膚透過を促進することが可能であるのかを明らかにし、さらに、
共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いてどのような部位を通って透過が起こっている
のかを観察した。
第1節　水力学的細孔理論を用いた考察
　Manabeらは20・・1000／，の勲爵ノールー水混合系44）またはイオントフォレーシス45）に
よる経皮薬物吸収促進効果に対する水の体積流の影響をKedem－Katchalskyの式に基
づく水力学的細孔理論46）によって解析し、その結果から皮膚中に作成された細孔経路
の大きさを見積もることによって薬物の透過経路を考察した。USによる促進効果に
も溶媒牽引効果が関与していることが明らかとなっているため、促進効果と溶質分子
量の関係の検討に、この考え方を用いて同様に評価することが可能であると考えられ
る。
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　細孔経路を介した薬物の透過が溶質濃度勾配を駆動力とする拡散の項とある種の
条件下で生じる溶媒流項の和からなるという、水力学的細孔理論の考え方によると、
定常状態における薬物の皮膚透過は脂質経路および細孔経路を介した拡散の項と溶
媒流による透過の項の和で表すことができる（式1）。
CLdrug　：CLL　＋　CLp　＋　（1　一　6）　t］［solveRt（1）
ここで、CLd，。gは薬物の透過クリアランス、　CLLは脂質経路を介した薬物の透過クリ
アランス、CLpは細孔経路を介した薬物の透過クリアランス、δは薬物に対する皮膚
の反発係数、および」、。i。e。重は溶媒のfiUXである。（D式に基づいて溶9Pt　fiUXと薬物の
クリアランスをプロットすると傾き1一δの直線を得ることができ、得られたδから
細孔経路の半径をLevitt式を用いて算出することが可能である47）。δは膜の細孔と溶
質の両者のサイズによって決まる係数であるため、溶質分子のサイズが大きくなると
透過は低下し、δ値は大きく、すなわち回帰直線の傾きが小さくなると考えられる。
従って、分子量の異なる溶質を用いて細孔半径の見積りを行えば、USにより促進さ
れている透過経路を考察することができる。SC側溶液中には溶媒の流れを感度良く
正確に評価するためにトリチウムラベルした水（3H20）をトレーサーとして添加した。
カルセイン（MW　623）、舳orescein　isothiocyanate－dextrans（MW　4400；FD－4　and　MW
38000；FD－40）溶液をSC側、　PBSを真皮側に適用し、透過実験を行った。　Fig．13に
周波数41kHzでUS強度を60、120、300、そして60　mW／cm2と段階的に変えてそれ
ぞれ30分間照射した（総照射時間2時間）ときのカルセインおよび3H，0伽x変化を
示す。カルセインfiuxは照射強度の増大に伴って、それぞれコントロール（1」×1σ2
㎜01／cm2／h）の約120倍、約8900倍、約23000倍および約5100倍まで増加した。ま
た、3H20舳xはそれぞれコントm一ル（8」×10『2㎜mol／cm2／h）の約2倍、約74倍、
約140倍および約20倍まで増大し、照射を中止することでコントロール付近まで回
復した。この結果は、41kHz　US照射によるカルセインおよび3H，0の透過促進効果
は強度300mW／cm2まで一過的であり、US照射中のカルセインと3H：20の透過パター
ンが一致していることを示している。Fig．13のfluxデータを適用濃度と有効拡散面
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積を用いてクリアランスデータに変換し両者の関係を解析すると、US照射中のカル
セイン透過クリアランスと3H20　fluxとの間には良好な相関性が認められ、このとき
回帰直線の傾きは約1であった（Fig．14）。この結果から、溶媒の動きと溶質の動き
が完全に一致していることが明らかとなった。すなわち、皮膚に対するカルセインの
反発は溶媒のそれと変わらないものであった。Levitt式は、溶媒分子と溶質分子の膜
透過が両者の分子サイズの違いに起因して異なることを想定している。しかし、今回
の実験結果は両者の透過が一致しており、式を適用できない系であったことから、
Levitt式4フ）による細孔半径の見積りは不可能であ？た。さらに、　US照射中の溶媒nux
（1465±512FL／h）はコントロール（12±5FL／h）に比べ顕著に増大しており、US照
射中には分子量623のカルセインが皮膚からの反発を受けることなく透過すること
が明らかとなった。
　同様の実験をFD－4およびFD－40を用いて行ったところ、いずれの溶質も3・　H20　flux
と良好な相関を示し、その回帰直線の傾きは約1であった（Table　1）。　USによりこの
ような高分子が何の抵抗も無く溶媒と同じ様に皮膚を透過する現象はこれまでに報
告されていない。また、USには物質を破壊する作用もあることからこれらの溶質が
分解され、freeのfluoresceinや低分子量化したFDの透過が特異的に促進されている
可能性も考えられる。そこで、US照射後のレシーバー溶液中にFDsの分解物が存在
するかどうかをGel　Penneation　Chromatograph法（GPC）により確認した（Fig．15）。
FD－4およびFD－40のUS照射前のドナー溶液中のピークfractionはそれぞれ：No．30
（Fig．15a）およびNo．26（Fig．15c）であり、US照射後のレシーバー溶液で得られた
ピ…一…ク位置も全く同じであった（Figs．15b　and　d）。この結果より、41　kHz、300　mW／cm2
のUS照射により、FD－4およびFD－40はintactな状態で皮膚を透過していることが確
認された。
　以上の結果より、41kHz　US照射中の親水性高分子の透過している部位の細孔径お
よび形状は分子量4万のFD－40が透過できる状態にあると考えられた。
25
6e 3ees
1一一一一一一一H－H－i一一一in一一一一
（　gmiww／emlfi
??
?????????????????? ?? ?? ???（??????????????
?
翌2⑪ 6e
??
錫??
??
?
髪・?
??
??????????．???　　
@　
????????
??
es
ne
fi　s
置⑭
s
　　　　　　　＠　fi　234S6　ew　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T叢㎜e（恥）
】F蓋9．亙3　T蓋醗eeoasrse　oぼca蓋ce藍酸（命）我鑓d　3
sk蓋簸at　freqgency　of　4璽k：騒z
Each　data　point　represents　the　mean　±　SD　of　four　experiments．
8
?
（??????????
麟：2《）（〈〉）翻腿x創b肇ro聰9鑑養h2毫蓋r震ess建詔慮
300Q
????????????? ??? ??（? ?）? ， ?
?
Sgope＝7．04二士0．29
riO．929　O
O
O
Q
℃O
　　　　　　　　　　　　o　fi　oo　o　2　g＠＠　3000
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」・腿，・（囲／ぬ）
F董9．14　Re翌誕蓋。顯曲嚢p　be窪we¢聡3賜0餌顧x躁“ca叢ce量醜eRearaitce
across重験e　I㎏a嚢蓋壇ess　r2し慮sk蓋墾
26
Table　1　Slope　aRd　eorrelation　ceefficient（r）of　the　3H20－solute　e｝earanee
p聾ots　for　ca豆cei殖，　FD－4　a難d：FD40．
Calcein　（MW　623）FD－4　（MW4400）FD－40　（MW　38000）
Slope
r
1．04　±　O．29
O．929
1．07　±　O．17
O．923
1．08　±　O．23
O．974
Each　data　point　represents　the　mean　±　SD　of　four　experiments
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第2節　共焦点レーザー走査型顕微鏡による評価
　本来皮膚はバリアーとして機能していることを考えると、一般的に分子量4万もの
親水性高分子が皮膚を何の抵抗も無く透過することは考え難い。そこで、FD40溶液
を適用しUS（41　kHz、120　mWcm2）を照射した皮膚について、共焦点レーザー走査
型顕微鏡を用いて透過経路の視覚的な観察を行った。なお、USによるSCへの影響
を評価するために、US照射後に溶液をローダミンB溶液に置換し、2時間後染色し
た皮膚を観察した，
FD－40 Rhodamine　B
control
，
a） Area　under　the　horn
???1隆：i9＿
㌦こ襲　　a「ea
???
Atea　out　oJ
　tlie　horn
Fig．　16　Skin　surface　images　observed　by　（a）　dig’ital　camera　and　（b－i）　confocal
microscopy．　lmage　of　the　entire　transport　area　obtained　after　US　irradiation　at　41
kllz　and　120　mWlcmi　for　30　min
Confocal　images　obtained　following　passive　diffusiori　ef　FD－40（b）and　rhodamine　B（c）for
12　h　and　2　h，　respectiyely．　（d－i）　Confocal　images　obtained　after　sonophoresis　of　FD－40　at　41
kHz　and　l20皿W／cmユ　fbr　s　min（d，　f　and　h）followed　by　passjve　delivery　of　rhodamine　B
for　2　h　（e，　g　and　i）．　As　shown　in　panel　（a），　the　confocal　observations　were　carried　out　in
three　different　areas．，　the　area　under　the　horn　（d，　e），　the　boundary　area　（f，　g），　and　the　area
outside　the　hom（h，　i），　and　cach　area　was　exa皿ined．　All　confbcal　iInages　were　obtained　at　a
magnification　of　×200．
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　Figure　16aは41　kHz　USを強度120　mW／cm2で30分間照射後の典型的なヘアレスラ
ット皮膚表面のdigital　camera画像を示している。　Horn直下のUS照射領域（円で囲
まれた部分）では非常に強いFD－40による着色が観察され、一方、　hom周辺領域で
は着色はほとんど認められなかった。そこで、皮膚をhOrn直下、境界、および周辺
領域の3つに分け、共焦点レーザー走査型顕微鏡により観察した。Figs．16b－iは、　sc
側にFD．40を適用し5分間、41　kHz　US（120　mW／cm2）を照射し、さらにローダミン
Bで後染色した皮膚表面のFD－40（b、　d、　fおよびh）とu一ダミンB（c、　e、9、お
よびi）共焦点顕微鏡画像を示している。Fig．16bはUS照射をしていないコントロー
ルにおけるFD－40の皮膚表面画像を示している。画像中にSCの特徴：的な構造である
角化細胞の六角形構造が明らかに認められる。Hom直下領域ではFD・一40の強い蛍光
がSC全体に広がっていた（Fig、16d）。一方、同じ部位で得たローダミンBの後染色
画像より、SCの六角形構造のゆがみや崩壊は起こっていなかったが、裂け目様の構
造変化が認められた（Fig．16e）。境界領域ではFD－40の蛍光は直下領域に比べ弱くな
っているが、コントロールと比べると強い蛍光が認められた（Fig．16f）。また、ロー
ダミンB画像よりこの領域においてもscに裂け目下の構造変化が認められ（Fig．
16g）、その部位にFD－40の蛍光が集中していた。Hom周辺の領域ではFD－40（Fig．16h）
およびローダミンB（Fig．16i）画像ともに、コントロールと同等の蛍光分布が得られ
た。
　Figure　16で観察した皮膚と同一部位における、異なる深度（0、　I　O、20μm）での
FD－40蛍光画像をFig．17に示す。コントロール画像（Fig．17a）に比べ、　hom直下領
域（Fig．17b）では非特異的にsc全体を介して深部までFD－40が浸透していること
が明らかとなった。また、境界領域では蛍光は弱くなっているが、裂け目様の構造変
化が認められた部位を介して20脚の深部までFD一一40が浸透していた（Fig．17c）。一
方、hom周辺領域ではFD－40の蛍光強度はコントロールと同等であり、USによる浸
透の増加は認められなかった（Fig．17d）。
　以上の結果から、US照射によって親水性化合物はhorn直下のSC全体を非特異的
に浸透していることが示唆され、さらに部分的な構造変化が認められた領域も透過経
路として関与しているものと考えられた。一方、USが直接当たっていないhom周辺
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Fig．　17　Confocal　images　of　the　SC　at　depth　with　FD－40
（a）　Confocal　images　obtained　following　passive　diffusion　of　FD－40　for　12
h．（b，c，　and　d）Confogal　images　obtained　after　sonophoresis　of　FD－40　at　41
kHz　and　120　mWfcm2　for　s　min．　fo）images　of　the　area　under　the　horn，（c）
the　boundary　area，　and　（d）　the　area　outside　the　horn．　All　confocal　images
were　obtained　at　a　magnification　of　×　200．
部位ではFD－4およびローダミンBの蛍光画像はコントロールと同様であり、親水性
化合物の浸透も皮膚構造の変化も起こっておらず、USによる促進効果はUS照射部
位に限定されていることが明らかとなった。
　Figure　l　8に親油性化合物ローダミンBを拡散セルのドナー側に適用し、41　kHz、
120mWcm2のUSを5分間照射したときの皮膚を異なる深度（0、10、20　ym）で観
察したときの蛍光画像を示す。FD－40に比べ、ローダミンBの場合、　US　hom直下領
域および境界領域においても蛍光分布はコントロールとほぼ同程度であり、USによ
る浸透の増大は認められなかった。この結果は、ローダミンBの皮膚中分布が脂溶
性領域であり、この部位の透過がUS照射によって有意な影響を受けないことを示し
ている。もちろん、ローダミンBは水溶性ルートも経由して透過するが、その寄与
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Fig．18　Confocal　images　of　the　SC　at　depth　with　rhodamine　B
（a）qonfbcal　images　obtailled　f（）110wing　passive　diffusion　of　rhodamine　B
f～〕r　l2　h．（b，　c，　and　d）Confbcal　i1皿ages　obtained　after　sonophoresis　of
　　　　　　　　　　　　　　　つrhodamine　B　at 41 kHz　and　120　mWcm－fbr　5　min．（b）images　of　the　arca
under　the　horn，（c）the　boundaIy　area，　and（d）the　area　outside　the　hom．　AII
confocal　images　were　obtained　at　a　magnification　of×200．
が小さいため共焦点レーザー走査型顕微鏡の観察ではUS照射の影響が認められなか
ったものと考えられる。
第3節　本章の小括および考察
　前章でUSは親水性化合物の皮膚透過に対して非常に高い促進効果を示し、その効
果は溶媒牽引によることが明らかになったため、水力学的細孔理論の考え方を用いて
分子量の影響を試験し、透過経路を考察した。Fig．14に示すようにカルセインクリア
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ランスと3H20　fiuxの間に良好な相関が認められ、回帰直線の傾きが約1となったこ
とから、US照射中カルセインは溶媒と全く同じ様に、皮膚から反発を受けずに透過
することが明らかとなった。また、41　kHz　US照射時の溶k“　fluxは60、120、および
300mW／cm2で、それぞれ19±40、757±453、および1465±512μ1／hであった。これ
は経皮吸収促進のために用いられているイオントフォレーシス（～05mA／cm2）で得
られる値よりも100倍以上高く45）、USにより非常に大きい溶媒流が起こっているこ
とが示された。しかし、分子量623のカルセインが溶媒と全く同じように皮膚を透過
することから、USはより分子量の大きい親水性化合物の皮膚透過も促進するものと
考えられた。そこで、先に述べたように、分子量の増大から期待されるδ値の低下を
もとに、USがどの程度の分子量まで促進できるかという推定を試みたところ、　Table
iに示したように、USは分子量4万までの親水性化合物のヘアレスラット皮膚透過
を水と全く同様に促進することがわかった。Fig．15に示したように、真皮側に透過し
てきたFD－4およびFD－40はUS照射による分解などを受けておらずintactであった。
これらの結果から、41kHz　US照射中は、　SC中に分子量4万もの分子が容易に透過
できる経路が存在しているものと考えられた。
　皮膚を介した薬物の透過経路は、角化細胞間を満たした脂質経路、脂質問に存在す
ると考えられている細孔経路、および毛のうや汗腺のような皮膚付属器官に大別され
る。このうち、薬物の主な透過経路は脂質および細孔経路を介した拡散であり、親水
性薬物に対しては細孔経路が主な透過経路になっていると考えられている48＞。
Manabeらが行った解析では、皮膚に存在する細孔経路の大きさはO．69±O．60・mnであ
り49）、空腸や直腸のそれ5◎）の約1／2であった。さらに、これらの組織における水のク
リアランスの比較から、皮膚における細孔経路の占有率は空腸や直腸の1／25～1／50
であることが報告されている。このような皮膚の性質を考慮すると、USがFD－4や
FD－40の皮膚透過をほとんど抵抗が認められない状態で促進することは考え難いこ
とである。Fig．16dに示すように41　kHz、120　mW／cm2のUSを5分間照射後のFD－40
の蛍光はhorn直下ではSC全体に一様に広がっており、20購の深部までそのまま浸
透していた（Fig．17b）。この結果は、　usがscの角化細胞と細胞間脂質を区別するこ
となく、非特異的に溶質の透過を促進していることを示している。しかし、これまで
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の皮膚透過促進経路の考え方によると、角化細胞は主な薬物透過経路として考えられ
ていないため、その可能性について裏づけが必要である。Bouwstraらは51）SCが高度
に水和した条件下（～300％）では角化細胞が著しく膨潤し、水性経路を形成してい
ることを報告した。さらに、Warnerらは52）SCの水和が角化細胞の水和を導くと同時
に細胞間脂質の水和を引き起こし、cisternaeと呼ばれる細胞間脂質の構i造的な変化を
伴った水のpoo1を形成することを示した。　USがSCへの水の移行を顕著に増すこと
を考慮すると、USが直接影響しているhom直下で同様に著しい角化細胞と細胞間脂
質の水和が起こっていることが推定される。
　ローダミンBの後染色画像から明らかなように、US　hom直下領域の皮膚表面に裂
け目様の構造変化が認められ（Figs．16e　and　g）、このような部位にFD－40の蛍光が集
中していた（Fig．17c）。41　kHz、120　mW／cm2のUS照射により、前章で示したように
皮膚の電気抵抗値が約1／2に低下することや、3H20の透過係数がUS照射後、コント
ロールの約45倍高くなっている（データは示していない）ことを考慮すると、この
条件のUSはある程度のSC構造変化（SCの水和充進、角化細胞の水和増大、　cistemae
の発生など）を引き起こすことが考えられた。
　以上の結果より、低周波数USは、　SCの水和の充進と部分的な構造変化を同時に
引き起こし、それらの結果として親水性化合物の透過領域が拡大し、水の流れが増大
する環境が生じることにより、溶媒流が充進して親水性高分子の皮膚透過が促進する
ものと考えられた。
　一方、ローダミンB存在下でUSを照射したとき、いずれの領域においても浸透の
増大は認められなかった（Fig．18）。この結果は、　usが親油性薬物の皮膚透過を有意
に促進しないという報告19，21．33＞と一致するものの、USがSCへの溶媒の移行を増大し
ていることを考えると、ローダミンBのような親油性化合物であってもUS　hom直下
では、溶媒とともに非特異的に角質層に分布すると予期される。しかし、USによっ
て誘導される経路は親水性であり、脂溶性化合物であるローダミンBのその領域を
介した透過は相対的に低いため、共焦点顕微鏡を用いた観察ではUS照射による影響
が認められなかったものと考えられる。USの促進効果が溶媒流によるものであると
いうこれまでの結果から、低周波数ソノフォレーシスが水の溶解性に乏しい親油性化
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合物に対する促進法としては適したものではないということは予測されるが、今後透
過性を含めた詳細な検討が必要である。
　本章の結果より、経皮吸収のold　dogmaにある吸収される分子サイズの限界がIOOO
であるという考え方に相違して、41kHz　USは分子量4万までの親水性高分子のヘア
レスラット皮膚透過を顕著に増大することが明らかとなった。これはUS照射部位で、
USがSC中への水の移動を非特異的に増大し、さらに新たな透過経路を形成してい
るためであると考えられた53）。
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第3章超音波による皮膚透過促進効果とキャビテーションの関係
　USを液体中に照射すると、温熱効果、振とう作用、キャビテーション、放射圧、
音響流など様々な物理現象が生じる20・30）。この中で、前章までに得られた促進効果に
関与するのは、US伝播方向へ溶媒の流れを発生させるような現象、すなわち、キャ
ビテーション、放射圧、音響流が考えられる。放射圧はUS伝播領域中に置かれた物
体を物理的に押すカであり、音響流はUSが媒質を伝播中に吸収、拡散などを受けて
生じるエネルギーの密度差によりバルク中に発生する流れである。しかし、これらの
現象はMHz領域の高周波数で主に発生するものであり、低周波数でより高い促進効
果が得られるという前章までの結果からみると、促進効果の発現に対する寄与は大き
くないと考えられる。一方、キャビテーションは低周波数域で発生しやすく、周波数
の増大に伴って指数関数的に発生し難くなるという性質を持つ20・39）ことから、促進効
果にはこの現象が主に関与していることが考えられる。そこで、キャビテーションに
焦点を当てて、促進効果との関係を検討した。
　音波は疎密波であり、媒質中に伝播させると周期的に密度の高い、高圧の部分と、
密度の低い、低圧の部分が現れる（Fig．19）。この低圧領域で液体中にほとんど真空
の気泡が発生し、これをキャビテーションと呼ぶ。キャビテv一・・一・・ションは、stableキャ
ビテーションとtransientキャビテーションの二つに大きく分けられる。　Stableキャビ
テーションは気泡の平均半径がほとんど変化せず、試図を伴わない振動のみをする気
泡である。一方、transientキャビテーションは繰り返される高圧、低圧領域で圧縮と
膨張を繰り返し（US周波数の数サイクルで急速に成長）、ある一定の大きさになると
高圧相で急激に押し潰されて圧壊する気泡である20）。Tezelらは低周波数（20－100　kHz）
ソノフォレーシスにおいて、acoustic　spectrosc◎pyによる測定でtransientキャビテー一一・一シ
ョンの指標となるbroadbandノイズが皮膚伝導度の増大と良好な相関を示すことから、
促進効果にはtransientキャビテーションが主要な役割を果たしていると示唆してい
る31）。キャビテーションが圧壊すると、媒質中に局所的な高温、高圧の部位および等
方性の衝撃波を発生する。バルク中でキャビテーションの圧壊を生じても方向性のあ
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る媒質の流れを起さないが、この圧壊が固体と液体の界面で発生した場合、気泡は非
対称に崩壊し、固体表面の壊食および表面方向へ数百m／sにも達するほどの速い流れ
である、マイクロジェットが発生する（Fig．20）54）。前章までに得られた一過的な促
進効果には、このように生じる溶媒の流れが関係していることが考えられる。
　本章では、まず種々条件下でのバルク中キャビテーション発生量を測定し、発生量
と促進効果との関係を評価した。次いで、当然予想されるキャビテーション発生と溶
媒流との関係を明らかにするため、固体一液体界面でのキャビテーション非対称圧壊
に伴うマイクロジェットの発生を検討し、US照射と皮膚透過促進機構を考察した。
蜜豆節　媒質中に発生するキャビテーション量の測定
　バルク中のキャビテーション発生量は、US　homと向き合うようにキャビテーショ
ンメーターのプローブを設置して測定した。Fig．21aは第1章で用いた41、158、お
よび445kHzの周波数でUSを水中に照射したときのキャビテーション発生量を示し
ている。キャビテーション発生量は周波数により異なり、41kHzで多く、周波数の
増加に伴って減少することが明らかとなった。また、41kHzでは強度の増大に伴っ
て発生量も有意に増加したが、158および445kHzでは強度を増しても発生量は増加
しなかった。Fig．21bはキャビテーション発生を抑制するために脱気水を溶媒として
用いて41kHz　USを照射したときの発生量を示している。脱気水にUSを照射した場
合、脱気していない水と比較して60および300mW／cm2では発生量に差は認められ
なかったが、120および240mW／cm2ではキャビテーション発生量が有意に低下した。
これらの結果から、41kH：zから158および445　kHzに周波数を上げると、　US照射に
よるキャビテーション発生量が明らかに減少し、さらに41kHzにおいて通常の水で
は120mW／cm2、脱気水では300　mW／cm2程度の強度で発生量が飽和に近付くことが
認められ、本研究で用いている条件下でもUS周波数や溶媒の違いによりバルク中キ
ャビテーション発生量が大きく異なることが確認された。
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第2節　キャビテーション発生量と皮膚透過促進効果の関係
　親水性化合物の皮膚透過促進効果と箭節で得られたキャビテーション発生量との
関係を明らかにするために、前節で脱気水に41kHz　USを照射したときに、キャビテ
ーション発生量に有意差の認められた120mW／cm2と差の認められなかった300
mW／cm2の強度を用いて透過実験を行った。両者の関係をFig．22に示す。強度120
mW／cm2では脱気水における相対的キャビテーション発生量が411から190に低下し、
このときカルセイン透過舳xも206nmol／cm2／hから16　nmol／cm2／hに低下した。キャ
ビテーション発生量に差の無かった300mW／cm2では促進効果にも有意な差は認めら
れなかった。これらの結果と第1章で得られた各周波数におけるUS照射中の透過係
数を用いて、バルク中のキャビテーション発生量とUS照射中のカルセイン透過係数
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の関係をプロットしたところ（Fig．23）、両者の間に良好な相関が認められた。この
ことから、周波数によって促進効果が異なる原因が、US照射に伴って発生するキャ
ビテーション量の相異に関係していることが明らかとなった。以上の結果より、媒質
中に発生するキャビテーションがUSによるカルセイン皮膚透過促進効果に重要な役
割を果たしていることが示され、これまで明らかとなっている透過促進における溶媒
流の関与を想起すると、キャビテーション発生と溶媒流の関係について検討すること
が必要となる。
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第3節　固体一液体界面でのキャビテーション非対称圧壊に伴うマイクロ
　　　　ジェット発生の評価
　前節においてキャビテーション発生が低周波数USによる促進効果に関与している
ことが明らかとなった。これまでに報告されている促進効果発現に対するキャビテー
ションの主な作用は角質層中での発生、振動、そして崩壊による脂質二重層のランダ
ム化によるものと考えられていた2123，40，41）。しかし、前章までの41kHz、120　mW／cm2
USで得られる促進効果が一過的であり、皮膚電気抵抗の低下がコントm一ルの1／2
程度であったこと、さらには透過促進効果と溶媒流の大きさに相関関係が認められる
ことなどを考えると、キャビテーションの効果は角質層内での発生が主な要因である
とは考え難い。近年、周波数20kHz、強度1．6－33．5　W／cm2回忌周波数ソノフォレーシ
スにおいて、アルミ箔表面でのキャビテーション圧壊によるpit形成量と皮膚電気伝
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導度との問に良好な相関性が認められ、SC表面でのキャビテーション圧壊が促進効
果発現に重要であることが示されている32）。固体一液体界面でキャビテーション圧壊
が生じると、数百m／sにも達する固体表面方向への強い流れ、マイクロジェットが発
生することは、物理的パラメータを用いた数学的解析によりモデル化され55）、また、
電極表面で圧壊が起こることにより発生する電流スパイクの測定57・S8）や、ゼラチン層
表面での圧壊に伴うゼラチン内部への貫入の高速写真撮影54・55）などを用いて実験的
にも確認されている。その中で、著者は簡便なゼラチン層を用いた方法を応用し、貫
入部位を色素で染色することで、これまでの各実験条件下でキャビテーションによる
固体一液体界面でのマイクロジェットの発生を確認した。
　拡散セルのレシーバーを30％ゼラチンで満たし、ドナーにm一ダミンB溶液を適
用し、強度120mW／cm2のUSを1分間照射した。周波数は、キャビテーションの発
生量が多く、促進効果の高かった41　k：Hz、そしてキャビテーション発生量が少なく、
促進効果の低かった158kHzを選択した。US照射後、直ちにゼラチン層を取り出し、
その切片についてデジタルカメラと共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いてマイクロ
ジェットによるPt・一ダミンB溶液の貫入を観察した。　Fig．24はゼラチン切片のデジ
タルカメラおよび共焦点顕微鏡の観察画像を示している。41kHz　US照射によりゼラ
チン層内部方向に向かってローダミンB色素の局所的な貫入がhom直下領域で観察
された（Fig．24a）。また、貫入が認められた部位の表面では、キャビテーション圧壊
によると思われる御食が起こっていることが明らかとなった（Fig．24d）。一方、158
kHz　USではゼラチン層へのローダミンBの貫入は認められず（Fig．24b）、またhorn
直下領域の表面もコントロール（Fig．24c）と同様の蛍光像であり、キャビテーショ
ン圧壊による壊食は認められなかった（Fig．24e）。以上の結果から、高い促進効果の
認められたUS条件下では、皮膚表面でキャビテーションが圧壊し、それに伴って皮
膚内部方向への溶媒の流れと固体表面の壊食が発生していることが明らかとなった。
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Fig．24　Cross　section　of　gela血n　gel　after　US　irradiation　at　41　kHz（a
and　d）　and　158　kHz　ib　and　e）
（a　and　b）　digital　camera　images，　（c，　d，　and　e）　confocal　microscope　images，
（c）　control　image
第4節　本章の小括および考察
本章ではUS照射に伴う物理現象であるキャビテーションの促進効果に対する関与
を、バルク中発生量とカルセインの透過性との関係および固体一液体界面でマイクロ
ジェットの発生を観察することにより評価した。
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　バルク中でのキャビテーション発生はUS条件や伝播する溶媒によって大きく変動
し（Fig．21）、その発生量はカルセインの皮膚透過係数と良好な相関を示した（Fig．23）。
この結果から本研究で用いたUS照射により得られる促進効果にはキャビテーション
の発生が深く関与していることが示唆された。キャビテーションの発生はUS照射時
に一過的に生じ、そのときほぼ同時発生的にマイクロジェットが生じる。この一過的
な促進効果をもたらしていると考えられるマイクuジェットの発生をゼラチン層を
用いて確認したところ、促進効果の高かった41kHz　US照射時のみ明らかな色素の貫
入と表面の壊食が認められた（Figs．24a・aRd・d）。一方、158　kHzでは色素の貫入が全
く見られなかったが、これはキャビテーションの相対的な発生量が低く、固体表面で
はキャビテーションの圧壊がほとんど起こっていないためであると考えられる。
　さらにこれらの結果から、第1章で明らかにすることができなかった、真皮側への
41kHz　US照射ではカルセイン透過促進の認められない原因が、　SC側に照射した場
合には、透過バリアーとなっているSC表面に直接USエネルギーが当たるために、
キャビテーションの強い圧壊によるSC構造の変化を引き起こすが、真皮側に照射し
た場合は真皮側で強い圧壊が起こり、反対側のSCにはほとんど影響を及ぼしていな
いためであると考えられる。もちろん、USは生体内を水中と同様に伝播するため、
SC側にもキャビテーションが発生することが考えられるが、伝播してくるUSエネ
ルギーは表面（真皮）でその一部が反射され、さらに、伝播距離に反比例して強度が
減衰するため、SC側では相対的なUS強度が低下していることが考えられる。従っ
て、キャビテーション気泡の成長や圧壊を引き起こすためのUS強度が低下するため
に、真皮側照射では反対側に存在するSCにおいては顕著な変化が発生せず、そのバ
リアー能が保たれていることが考えられる。
　これまで、ソノフォレーシスによる促進効果はキャビテーションによるSC脂質二
重層構造の破壊によるものであると一義的に説明されてきた。しかし、ゼラチン層を
用いた検討から、本研究で用いたUSによる非常に高い促進効果には、　SC表面での
キャビテーション圧壊による壊食に加え、SC内部方向へのマイクロジェットの発生
が重要な役割を果たしているものと考えられた。
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結論
　USを用いた経皮薬物送達は親水性高分子量の薬物送達をも可能にする有益な促進
方法である。近年、これまでに考えられていたSCの非可逆的な構造変化だけでなく、
US照射に伴うconvective　Howが付加的に関与している可能性が報告された。従って、
USは薬物を必要時のみに経皮送達させる外部駆動力としても応用できる可能性が考
えられるが、このような効果について詳細な検討は未だ十分に行われていない。
　著者はUSが薬物経皮送達の駆動力として利用可能であるかについて、促進効果、
促進されている透過経路、および促進効果に関与するUS現象について詳細に検討し
た結果、以下の結論を得た。
　（1）低周波数（41－445kHz）、低強度（60－240　mW／cm2）のUSを用いて、親水
性化合物の皮膚透過に対する促進効果について検討した結果、US照射によって親水
性モデル化合物カルセイン（MW　623）の皮膚透過が一過的に促進され、その効果は
周波数により異なり低い周波数でより高いことが明らかとなった。また、41kHz　US
では適用強度の増加に伴って促進効果も有意に増加したが、158および445kH：zでは
強度によらずほぼ一定の促進効果を示した。以上の結果から、照射するUSの周波数
や強度によりカルセインの透過促進効果が大きく異なることが明らかとなった。41
kHz、120　mW／cm2のUS照射によって非常に高い透過促進効果が得られ、皮膚電気抵
抗値もコントn一ルの約1／2に低下したが、US照射中の透過係数は抵抗値から予測
される値よりも有意に高くなっていたことから、促進効果はSC構造の変化や水和の
充進のみでは説明することができなかった。さらに、カルセインの透過性が溶媒の透
過性と良好な相関を示し、その透過はUS伝播方向に特異的に促進されることから、
透過にはUS照射時のみに発生する溶媒流が付加的な駆動力として関与していること
が考えられた。一方、SCが直接USに暴露されない条件では、　USを照射してもカル
セインの透過は増大せず、皮膚抵抗値も変化しなかった。以上の結果より、本章で用
いたUSは伝播方向へ溶媒流を発生させ、その溶媒牽引効果により親水性化合物の透
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過を一過的に促進していることが明らかとなり、さらにこの効果にはSC構造の部分
的な変化や水和の充進も関与しているものと考えられ、USが照射条件を工夫するこ
とで必要時にのみ必要量の薬物を経皮透過させる駆動力として利用できる可能性が
示唆された。
　（2）41　1〈Hz・USにより促進されている親水性化合物の透過経路について、まず水
力学的細孔理論を用いて、モデル化合物カルセイン、FD－4（MW　4400）、およびFD．40
（MW　38000）の透過と溶媒透過の関係から考察した。その結果、41　kHzのUS照射
によりカルセイン透過と溶媒透過の間に良好な相関関係が認められ、回帰直線の傾き
は1となったことから、US照射時の溶質の動きと溶媒の動きが完全に一致している
ことが明らかとなった。さらに、FD－4およびFD－40でも同様の結果が得られたこと
から、41　kHz　USによって促進されている透過経路の大きさはこれらの溶質よりも有
意に大きいことが考えられた。次に、共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて水溶性高
分子FD－40が実際にどのように透過しているのかを評価した。　US　hom直下領域では
FD－40はSC全体（脂質二重層およびコルネオサイト）を非特異的に深部まで浸透し
ており、このときSC表面に部分的な裂け目様の構造変化を認めたが、角化細胞の六
角形構造の崩壊や消失は起こっていなかった。境界領域では裂け目様の構造変化が認
められた領域を介して主にFD－40が深部まで浸透していることが明らかとなった。ま
た、hom周辺領域ではSC構造の変化もFD－40の浸透も認められなかった。以上の結
果より、USに直接暴露されている領域ではUSがSC中への溶媒の移動を非特異的に
増大し、さらに新たな透過経路を形成することにより、少なくとも分子量4万までの
分子が容易に皮膚を透過できることが明らかとなった。一方、脂溶性化合物ローダミ
ンBを用いた同様の観察では、US直下領域でも皮膚への浸透増大は全く認められな
かった。これはUSにより促進されている経路が水溶性であり、溶質の水への溶解性
が促進効果の発現に関与しているためと考えられた。
　（3）バルク中でのキャビテーション発生量を種々条件下で測定した結果、41kHz
での発生が最も多く、周波数の増大に伴って減少した。また、41kHzでは照射強度
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の増大に伴って発生量も増加したが、158および445kHzでは有意な変化を示さなか
った。脱気水に41kHz　USを照射した場合、120および240　mW／cm2の強度でキャビ
テーション発生量が有意に低下した。バルク中キャビテーション発生量とカルセイン
透過性の問に良好な相関が認められたことから、溶媒中に発生しているキャビテーシ
ョンが透過促進効果に関与していることが明らかとなった。キャビテーションは固体
一液体界面で圧壊されるとき、固体表面方向にマイクロジェットと呼ばれる流れを発
生させ、これが方向性のある透過促進効果に主に関与していることが考えられるため、
次にゼラチン層を用いて固体一液体界面でのマイクロジェットの発生をデジタルカ
メラおよび共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて確認した。その結果、41・kHz・US照
射により、ゼラチン内部方向へ色素の局所的な貫入が認められ、その部位の表面でキ
ャビテーション圧壊による壊食が起こっていることが明らかとなった。以上の結果よ
り、本研究で用いたUSによる促進効果には媒質中でのキャビテーション発生、特に
皮膚表面での非対称圧壊に伴って一過的に発生するマイクロジェットが関与してい
ることが示唆された。
　以上、本研究で得られた知見から、キャビテーションを発生しやすい低周波数US
を利用した経皮送達システムは、必要に応じた薬物投与を可能とする駆動力として利
用できるものと考えられた。また、FD。40のような高分子化合物の皮膚透過も顕著に
促進することから、これまで皮膚からの治療域濃度までの送達が困難であると考えら
れていた生理活性ペプチドやタンパク性医薬品の経皮送達を可能にする有益な促進
方法であると考えられる。
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99　g章　実験の部
（1）実験材料
　カルセインは東京化成工業株式会社（東京）から、D20はMerk　Co．，　Ltd．（Darmstadt、
Germany）から購入した。その他の試薬は市販の特級品を用いた。
（2）US装置
　発振器（WF　1943）および電力増幅器（HSA4012）はNF回路設計ブロック株式会
社（神奈川）より、三種のUSトランスデューサー（41　kHz、照射面積2．54　cm2；158
1dHz、照射面積3，14　cm2；445　kHz、照射面積IO．17　cm2）は第一高周波工業株式会社
（東京）より購入した。Fig．1に示すように全ての機器を接続して実験に使用した。
（3）US強度の測定
　USエネルギーの熱変換を利用した、カロリメトリー法40）により媒質中での実際の
US強度を測定した。　Fig．25に示すように、断熱したビーカーに水40　m：Lを適用し、
USトランスデューサーを一定の位置に設置した。種々駆動出力で30分間USを照射
し、このときの水温上昇速度を測定し、次式を用いてUS強度1（W／cm2）を算出し
た。
　　　Mwater　Cp．water　AT
Irm　一一一一一　　　　　A　At
ここで、Mw。terはUSを照射した水の量（40　g）、　Cp．　w。terは水の比熱（4．18」／（g・oC））、A
はUSトランスデューサーの面積、そして∠T／Atは水の温度変化速度を示している。
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uS　transducer　tw　Il’1
de　Thermometer
Water Heat　insulator
Fig．　25　Schematic　diagram　of　the　calorimetric
（4）キャビテーション発生量の測定
　水中でのキャビテーションの発生量はキャビテーションメーター（アロック工業株
式会社、東京）を用いて測定した。ビーカーに蒸留水を入れ、US　homを浸し、　US
照射領域内にキャビテーション測定のためのプn一ブを挿入した。このとき、hom
およびプn・一一ブがビーカーに触れないように設置した。
　キャビテーションメーターは音場内に存在するキャビテーションが振動・圧壊する
ときに発生するキャビテーションノイズ（原振周波数ズの倍音2f．3f…および低調波
1／2云1／3f…）を感知し、相対的キャビテーション発生量として値を示す。感知する
周波数は100－800kH：zの範囲であるため、覆践周波数が41　kHzの場合、測定値への
影響は無いが、158および445kHzでは原振周波数成分もキャビテーションノイズと
して測定され、発生量を実際よりも大きく見積もってしまうことが考えられる。そこ
で、感知周波数域におけるキャビテーション測定では原振周波数をカットするフィル
ターを使用して測定した。
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（5）実験動物
　石川実験動物（＝埼玉）または埼玉実験動物（埼玉）より購入、もしくは城西大学生
命科学センター（＝埼玉）より得た雄性WBMLS－Htヘアレスラット（体重220－300　g）
を全ての実験に用いた。
（6）皮膚の調製
　ベントバルビタールナトリウム（ネンブタール⑭注射液、大日本製薬株式会社、大
阪）麻酔下（50mg／kg、　i．p．）、ヘアレスラット腹部皮膚を摘出し、皮下脂肪を丁寧に
切除したものを透過実験に使用した。ストリプトスキンは皮下脂肪切除後にコルクボ
ードに固定し、セロハンテープ（セロテープ⑧、ニチバン株式会社、東京）を用いて
角質層が完全に無くなるまで（約20回）剥離し、調製した。
（7）in・vitro皮膚透過実験
　ヘアレスラット腹部摘出皮膚を縦型拡散セル（有効拡散面積：41および158kHz
／7．065cm2、445　kHz／19．625　cm2）に挟み、ドナー側（US照射側）に水またはD20
で調製した1mMカルセイン含有PBS（pH　7．4）溶液を10mL（41および158　kHz）
または20mL（445　kHz）適用した。レシーバー側は水で調製したPBSで満たし（41
および158kHz／20　m：L、445　kHz／385　mL）、スターヘッド型撹搾子を入れ、マグネ
ティックスターラー（MC－301、サイニクス株式会社、東京）を用いて約1200　rpmで
撹搾した。全層皮膚を用いる場合、定常状態の溶質透過を得るために12時間の前処
理を行った後、ドナー溶液を新しい溶液に入れ換えて透過実験を開始した。ストリプ
トスキンの実験では、前処理を行わずに透過実験を開始した。経時的にレシーバー側
溶液を一定量採取し、直ちに同量のPBSを補充した。実験中の拡散セル内温度は循
環水により32℃に保った。
　USトランスデューサー（41、158、または445　kHz）は皮膚表面から3mmの位置
に設置した。カルセインおよびD20　fiuxが定常状態に達した後（全層皮膚：実験開
始3時問目から、ストリプトスキン：実験開始2時間目から）、USをドナー側に30
分間照射した（適用強度：60、120、または240mW／cm2）。　US中止後、更に2．5時間
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サンプリングを続けた。
　レシーバーからドナーへの溶質の移行を調べる実験では、レシーバー側とドナー側
の溶液のみを入れ換えて、上述した方法と同様に実験を行った。
（8）皮膚中カルセイン濃度の測定
　US照射後および透過実験終了後直ちに拡散セルから皮膚を取り出し、表面に残存
するカルセインを取り除くためにPBSで3回洗浄した。表面の水分を丁寧に拭き取
った後、USトランスデューサー直下の皮膚を切り取り、重さを測定した。得られた
皮膚サンプルを：更に細かく切断してからサンプルチューブに入れ、5mしのPBSを加
えてホモジナイザー（Diax・600、　Heidolph　Instruments、　Germany）を用いて氷冷下ホモ
ジナイズした。得られた皮膚ホモジネート（O．5・mL）に1血しのメタノールを添加し、
充分に血忌した後、5℃、3000gで5分間遠心分離して上清を採取し、カルセイン含
有量測定に用いた。カルセイン含有量は皮膚重量でノーマライズした。
（9）皮膚電気抵抗値の測定
　透過実験中の皮膚を介した電位差（△V）を二対のAg／AgCl電極を用いて測定した。
両側の皮膚近傍に一対の塩橋（3M塩化カリウム含有4％寒天ゲル）を挿入し、逆の
端をAg／AgCl電極へと導き、　Ag／AgCl電極を短絡電流測定装置（CEZ一・9100、日本光
電工業株式会社、東京）に接続した。直流電流（IOO　pA、△1）は皮膚から離れた位置
に挿入した一対の塩橋で連結したもう一対のAg／AgCl電極により短時間適用した。
測定した電位差から以下に示すオームの法則に従って、皮膚電気抵抗値（Rt）を算出
した。
　　　　　　　　　　　　Rt　一AV／AI
（10）カルセインの定量
　カルセイン濃度は蛍光分光光度計（R：F一・5000、株式会社島津製作所、京都）を用い
て測定した。サンプル50μLをホウ砂リン酸緩衝液（pH　85）でIOO倍希釈した溶液
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を、励起波長488nm、蛍光波長515nmにて測定し得られた蛍光光度から濃度を決定
した。
（11）D20の定量：
　D20は2512　cnゴ1の0－D伸縮振動の吸収強度から定量した。2枚のフッ化カルシウ
ム単結晶の間隙（0．025mm）にサンプル溶液を注入し、赤外分光光度計（26e－30、株
式会社H立製作所、東京）を用いて吸収強度を測定した。
（12）統計処理
　統計解析をStudent’s　t－testにより評価した。危険率（p）が0．05以下のときを有意
差があると判定した。
第2章　実験の部
（1）実験材料
　3H20（37　GBq／mmol）はAmerican　Radiolabeled　Chemicals，　Inc．（St．　Louis、　MO、　USA）
より購入した。FD－4およびFD－40はSigma　Chemical　Co．，　Ltd．（St．　Louis、　MO、　USA）
より、ローダミンBはAcros　Organics（Geel、　Belgium）より購入した。その他の試薬
は第1章（1）と同じ物を用いた。
（2）US装置
第1章（2）と同じ物を用いた。
（3）実験動物
第1章（5）と同じ物を用いた。
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（4）皮膚の調製
　透過実験に使用した皮膚は第1章（6）と同様に調製した。共焦点レーザー顕微鏡
観測には、ベントバルビタールナトリウム麻酔下ヘアレスラットの腹部の毛を注意深
く除毛した後、表面のごみやうぶ毛を取り除くためにセロハンテープで2回ストリッ
ピングした皮膚を使用した。
（5）加痂70皮膚透過実験
　ヘアレスラット腹部摘出皮膚を縦型拡散セル（有効拡散面積：7．065cm2）に挟み、
ドナー側（US照射側）に10μCi／mしの3H20を含有するPBS（pH　7，4）で調製した1mM
カルセインまたは5％FDs溶液を10mL適用した。レシーバー側はPBSで満たし（22
mL）、スターヘッド型撹神子を入れ、マグネティックスターラーを用いて約1200　rpm
で撹物した。定常状態の溶質透過を得るために12時間の前処理を行った後、ドナー
溶液を新しい溶液に入れ換えて透過実験を開始した。経時的にレシーバー側溶液を一
定量採取し、直ちに同量のPBSを補充した。実験中の拡散セル内温度は循環水によ
り32℃に保った。
　USトランスデューサーは皮膚表面から3㎜の位置に設置した。溶質のfluxが定
常状態に達した実験開始後3時問目から41kHz　USを角質層側に照射した。　USは強
度を60、120、300、そして60mW／cm2と段階的に変化させて、それぞれの強度で30
分間ずつ適用した（総適用時間：2時間）。US中止後、更に2．5時間サンプリングを
継続した。
（6）カルセインおよびFDsの定量
　カルセインは第1章（IO）と同様に定量した。　FDsの濃度は蛍光分光光度計を用い
て測定した。サンプル50μLをホウ砂リン酸緩衝液（pH　85）で100倍希釈した溶液
を、励起波長495nm、蛍光波長515nmにて測定し得られた蛍光光度から濃度を決定
した。
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（7）3H20の定量
　サンプル800匹にシンチレーションカクテル（アマシャム　バイオサイエンス株
式会社、東京）をIO血L加え、充分に撹絆した後、液体シンチレーションカウンタ
ー（LSC－5100、アロカ株式会社、東京）を用いて測定した。
（8）US照射時のFDsの安定性評価
　US照射によってFDsが分解されていないことを確かめるために、ゲルろ過クロマ
トグラフィー（GPC）をUS照射前のドナー溶液および41　kHz、300　mW／cm2のUS
を30分間照射後のレシーバー溶液について行った。最適な濃度に希釈したサンプル
溶液20μLをGPCシステムに注入した。用いたGPCシステムは送液ユニット
（LC－10AS、株式会社島津製作所）、蛍光分光光度計（RF－10AXL、株式会社島津製作
所）、システムコントPt・一ラー（SCL－10A、株式会社島津製作所）、カラムオーブン
（CTO－IOA、株式会社島津製作所）、オートインジェクター（SIL－10AXL、株式会社
島津製作所）に順相分離カラム（Asahipak　Gs－620　HQ、昭和電工株式会社、東京）を
装着し、クロマトパック（C－R5A、株式会社島津製作所）を用いて得られたピーク面
積から解析した。定量条件をTable・2に示す。
Table　2　Assay　condition　for　FDs
Column　temp．
Detection
Mobile　phase
Flow　rate
40　Oc
Ex　495　nm．　Em　515nm
PBS
O．4　mL／min
（9）共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いた皮膚透過経路の検討
調製したヘアレスラット腹部摘出皮膚を縦型拡散セル（有効拡散面積：7．065cm2）
に挟み、レシーバー側をPBSで満たした（22　mL）。ドナー側にPBSで調製したlmM
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カルセインまたは18mg／mL　FD－40溶液を10mL適用し、41　kHz、120　mW／cm2のUS
を5分間照射した。US処理後、皮膚の状態を評価するために、ドナー側溶液を4：6
のmethano　l－PB　S混液で調製したローダミンB溶液に置き換えて2時間受動拡散させ
た。その後直ちにセルから皮膚を取り出し、PBSで表面に残存する蛍光色素を取り除
くために洗浄し、丁寧に表面の水分を拭き取った。皮膚サンプルをUS　hom直下領域、
境界領域、horn外領域の3片に切り分け、それぞれの皮膚小片をスライドガラス上に
乗せ1：1のPBS一グリセリン溶液を滴下してカバーガラスで挟み、顕微鏡観察した。
共焦点イメージは、正立型顕微鏡Zeiss　Axioplanに対物レンズZeiss　Neofiuar（20倍、
Carl　Zeiss、　Oberkochen、　Germany）を装備したMRC－600レーザーシャープシステム
（Bio－Rad　Laboratries、　Richmond、　CA、　USA）にて観察した。　FD－4およびローダミン
Bの蛍光をそれぞれ488nmのアルゴンレーザーおよび568　nmのクリプトンレーザー
にて励起させた。
同様にローダミンB溶液をドナー側に適用し、上記条件でUSを照射後顕微鏡観察し
た。
第3章　実験の部
（1）実験材料
Gelatin　powderは関東化学株式会社（東京）より購入した。その他の試薬は第1章
（1）および第2章（1）と同じ物を用いた。
（2）US装置
第1章（2）と同じ物を用いた。
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（3）実験動物
第1章（5）と同じ物を用いた。
（4）皮膚の調製
第1章（6）と同様に調製した。
（5）キャビテーション発生量の測定
　US　homと対面するようにキャビテーションメーターのプローブを設置し、41、158
および445kHz　USを種々強度で照射時の水中でのキャビテーション発生量を第1章
（4）と同様に測定した。また、水中の溶存気体を減圧下で取り除いた脱気水を用い
て41　kHz　US照射によるキャビテーション発生量を測定した。
（6）脱気水を用いたin・vitro皮膚透過実験
　ヘアレスラット腹部摘出皮膚を縦型拡散セル（有効拡散面積：7．065cm2）に挟み、
ドナー側（US照射側）にあらかじめ脱気しておいた10μCi／mしの3H20を含有する
PBS（PH　7．4）で調製したlmMカルセイン溶液を10mL適用した。レシーバー側は
PBSで満たし（22　mL）、スターヘッド響動絆子を入れ、マグネティックスターラー
を用いて約1200　rpmで撹搾した。定常状態の溶質透過を得るために12時間の前処理
を行った後、ドナー溶液を新しい溶液に入れ換えて透過実験を開始した。経時的にレ
シーバー側溶液を一定量採取し、直ちに同量のPBSを補充した。　US照射中、ドナー
溶液の脱気状態を維持するために、10分毎にドナー溶液を新しい溶液と入れ換えた。
実験中の拡散セル内温度は循環水により32℃に保った。
USトランスデューサーは皮巌面から3㎜の位置に設置した。瀬のfluxが定
常状態に達した実験開始後3時間目から411dHz　USを角質層側に照射した。強度は
120または300mW／cm2で30分間適用し、　US中止後も更に25時間サンプリングを
継続した。
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（7）カルセインの定量
カルセインは第1章（10）と同様に定量した。
（8）3H20の定量
3H20は第2章（7）と同様に定量した。
（9）ゼラチン層の作成
　水中にゼラチンを30％の濃度になるように加え、80℃の温浴中でかき混ぜながら
完全に溶かした。出来た溶液を縦型拡散セルのレシーバー側に満たし、冷蔵庫に12
時間放置し固まらせ、ゼラチン層を作成した。
（10）固体一液体界面でのマイクロジェット発生の観察
　ゼラチンで満たされたレシーバーセルにドナーセルを重ね、ドナー側にlmMロー
ダミンB溶液を適用した。41および158kHzのUSを120　mW／cm2の強度で1分間照
射した後、直ちにゼラチン層を取り出して切片を作成した。ゼラチン断面をデジタル
カメラ（DSC－F55V、ソニー株式会社、東京）および共焦点レーザー走査型顕微鏡で
観察した。
（11）統計処理
　統計解析をStudent’s　t－testにより評価した。危険率（p）がO．05以下のときを有意
差があると判定した。
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